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摘要 : 包 寺 反应 古 昆 虫 清除 侵入 体内 的 外 源 物 如 病原 物 和 寄生 生物 的 一 种 非常 重要 的 细胞 免疫 有 反应。 由 于 
受到 不 便于 观察 、 操 作 复 杂 等 问题 的 限制 ， 很 多 包 睹 分 析 实 验 无 法 或 难于 在 昆虫 体内 完成 。 体 外 包 吐 方法 在 一 定 
程度 上 解决 了 这 些 问题 。 目 前 常用 的 体外 包 嘻 是 在 96 了 筷 板 中 加 入 昆虫 血细胞 和 外 源 物 ， 如 凝 胶 珠 进行 培 错 观察 ， 
但 这 种 方法 存在 着 一 些 明显 的 缺陷 。 本 文 以 亚洲 玉米 蝶 (Ostrinia furnacalis) 幼虫 血细胞 为 研究 对 象 , 使 用 0.2mL 
的 离心 管 (Eppendorf tube) 代 符 96 和 孔 板 ， 并 将 其 固定 在 匀速 旋转 的 载体 上 增 养 ， 极 大 程度 的 模拟 了 反应 物 在 昆 
虫 体内 的 状态 。 结 果 表 明 ， 改 进 方法 后 昆虫 血细胞 的 体外 包 守 效果 得 到 明显 提高 ， 且 血细胞 的 状态 也 得 到 明显 改 
善 ， 而 添加 抗 凝 剂 会 减弱 血细胞 对 外 源 物 的 包 圳 能 力 。 
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An Improved Method on Encapsulation Assays by Larval 
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Abstract: Encapsulation, a kind of cellular Immune reaction of insect, plays an Important role In eliminating 
foreign objects such as pathogens and parasites which invade insect hemocoels. As a result of limited observation and 
complicated manipulations, analysis of encapsulation can not be easily performed in vivo. Encapsulation in vitro resolves 
these problems to a certaln extent. Now, encapsulation assays in Vitro are usually performed In 96-well plates mn which 
foreign objects such as sephadex beads and insect hemocytes are contained and observed, but some shortcomings exist In 
this method. In this paper, an Improved analysis method on the encapsulation of Ostrinia furnacalis larvae hemocytes ln 
vitro 1s introduced. 0.2 mL Eppendorf tubes are the substitute for the 96-well plates and they are fixed to a revolving 
rotator at a Speed of 4 circles per min. The states of hemocytes and sephadex beads in insect’s hemocoels are replicated 
under this method. Results showed that the states of hemocytes were 1mproved and encapsulation was enhanced under the 
new method and anticoagulants might mhibit the encapsulation ability of hemocytes. 
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昆虫 在 短暂 的 生命 活动 中 要 面临 着 多 种 病原 
微生物 、 寄 生物 的 威胁 , 但 昆虫 是 地 球 上 数量 最 多 、 
分 布 范 围 最 广泛 的 动物 群体 ， 这 与 它们 极其 有 效 的 
免疫 能 力 是 分 不 开 的 。 昆 虫 昌 然 不 具有 哺乳 动物 所 
特有 的 特异 性 免疫 能 力 ， 但 其 天 然 免疫 系统 可 以 提 
供 非 常 有 效 的 保护 。 昆 虫 的 天 然 免疫 系统 被 人 为 分 
为 体液 免疫 和 细胞 免疫 ， 其 中 体液 免疫 反应 包括 抗 
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瑚 肽 及 氮 和 氧 的 活性 中 间 产 物 的 产生 (Bogdan et 
al，2000)， 以 及 调控 血 淋 巴 凝集 和 黑 化 的 酶 联 反 应 
(Muta & Iwanaga, 1996; Gillespie et al, 1997); 
细胞 免疫 反应 则 指 血 细胞 介 导 的 免疫 反应 ， 如 知 
噬 、 结 节 和 包 圳 (Strand & Pech，1995; Schmidt et 
al，2001)。 虽 然 这 二 者 的 作用 并 不 是 截然 分 开 的 ， 
很 多 人 免疫 有 反应 是 由 二 者 共同 参与 完成 的 ， 但 对 于 大 
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量 入 侵 的 病原 微生物 ， 包 吉 反 应 则 是 一 种 非常 有 效 
的 保护 ， 它 可 以 在 短 时 间 内 迅速 清除 绝 大 多 数 的 病 
瑚 ， 保 障 昆 虫 正音 生长 ， 同 时， 对 于 个 体 相 对 较 大 
的 寄生 物 如 寄生 蜂 卵 等 ， 包 吉 反 应 也 是 唯一 有 效 的 
清除 手段 。 因 此 ， 包 宫 反应 在 昆虫 的 细胞 免疫 反应 
中 占有 绝对 重要 的 位 置 ， 对 昆虫 细胞 免疫 反应 的 研 
究 必 定 要 进行 包 早 分析。 目前 国内 外 对 昆虫 体液 免 
疫 反 应 的 研究 比较 深入 ， 而 昆虫 细胞 免疫 反应 的 研 
究 则 相对 洲 后 ， 这 与 昆虫 个 体 小 ， 难 操作 ， 且 没有 
一 种 完善 的 血细胞 包 守 分 析 方 法 是 有 很 大 关系 的 。 

目前 对 昆虫 血细胞 进行 包 蹇 分 析 的 方法 主要 
分 为 体内 包 虞 和 体外 包 守 两 种 。 体 内 包 守 指 先 将 凝 
胶 珠 、 尼 龙 绳 或 异体 组 织 等 较 大 的 外 源 物 注 〈 桓 ) 
入 昆虫 体内 ,一段 时 间 后 再 从 虫 体内 将 注 ( 植 ) 入 
物 解 放出 来 观察 包 虞 情况 (Richards & Edwards， 
2002; Faraldo & Lello，2003)。 体 内 包 夺 分 析 的 优 
点 是 可 以 如 实地 反应 昆虫 体内 包 守 的 页 实 状况 ， 外 
产物 的 包 旱 效果 好 ; 但 是 也 存在 明显 的 缺点 ， 如 : 
包 喜 过 程 无 法 观测 ， 而 且 不 便于 操作 ， 尤 其 是 研究 
单一 血细胞 粒 细 胞 或 浆 细 胞 在 包 守 反应 过 程 中 的 
作用 时 ， 通 过 体内 包 者 无 法 进行 研究 。 因 此 ， 目 前 
绝 大 多 数 对 包 蜡 反应 的 研究 都 采用 体外 包 寺 的 方 
法 。 体 外 包 圳 主要 采用 96 孔 板 法 ， 即 将 昆虫 血 细 
胞 和 外 源 物 同时 加 a 到 铺 有 琼脂 糖 的 96 孔 板 中 ， 在 
适合 的 环境 条 件 下 进行 培养 ， 然 后 在 倒置 显微镜 下 
观察 (Pech et al, 1994; Pech & Strand, 1996; Lavine 
& Strand，2001)。 访 方法 在 一 定 程度 上 克服 了 体内 
包 守 所 存在 的 问题 ， 便 于 随时 观 罕 包 圳 进程 ， 操 作 
比较 简单 。 但 也 存在 较 大 缺陷 : 由 于 血细胞 极 易 与 
孔 板 壁 条 附 ， 极 大 地 减少 了 参与 包 寺 的 血细胞 数 
量 ， 进 而 影响 包 宫 效果 。 为 了 避免 上 述 情 况 ， 通 锦 
都 在 孔 板 底部 铺 上 一 层 瑰 脂 糖 ， 但 玩 脂 糖 凝 回 后 会 
形成 凹面 ， 导 致 凝 胶 珠 聚集 在 凹面 的 底部 中 央 ， 很 
难 与 血细胞 充分 接触 。 此 外 ， 昆 虫 血 细胞 和 珠子 处 
于 静止 状态 ， 与 在 昆虫 体内 的 循环 状态 差别 较 大 。 
这 些 都 在 一 定 程度 上 影响 了 包 宫 效果 ， 不 能 如 实地 
反映 昆虫 血细胞 的 包 宫 情况 。 所 以 ， 探 索 出 一 套 更 
加 完善 有 效 的 体外 包 喜 方法 进行 昆虫 细胞 免疫 反 
应 研究 是 非常 必要 的 。 

针对 以 上 问题 ， 本 研究 以 亚 洲 玉米 晤 〈Oszrizzia 
furnacalis) 五 龄 第 3 天 幼虫 的 血细胞 和 简 聚 糖 凝 胶 
珠 Sephadex A-25 为 研究 对 象 ， 对 包 吉 反应 的 方法 
进行 了 改进 ， 现 将 其 结 末 报道 如 下 。 
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研 究 
1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 饲养 

将 亚洲 玉米 旦 (Ostrinia furnacalis) 幼虫 置 于 
(25+t1)‘C， 相 对 湿度 >70% 和 光 周 期 16L: 8D 的 
温室 条 件 下 ， 依 Zhou et al (1979) 方法 ， 采 用 半 人 
工 饲 料 饲 养 。 根 据 其 头 元 宽度 和 蚁 色 次 数 来 鉴 列 龄 
期 。 
1.2 血细胞 的 收集 和 分 析 

用 解放 剪 甬 去 亚洲 玉米 旦 五 龄 第 3 天 幼虫 的 第 
二 腹 足 ， 将 血 淋 巴 液 滴 于 Parafilm 腊 上， 用 移 液 喜 
迅速 将 其 移入 装 有 1 mL 预 伶 的 生理 盐水 (Pringle’s 
Saline: 1.541 mol/L NaCl, 0.027 mol/L KCl, 0.14 
molL CaCls, 0.222molL 和 葡萄糖) 或 抗 凝 剂 (0.098 
mol/L NaOH, 0.186mol/L NaCl, 0.017mol/L EDTA， 
0.041 molL 柠檬 酸 ，pH 4.5) 的 离心 管 中 ，4C 下 
500 8g 离心 5min。 弃 上 清 液 ， 再 加 入 1 mLPringle’s 
Saline 重 悬 。 重 复 离心 后 用 适量 Pringle'"s Saline 重 悬 
符 用 。 同 时 ， 每 次 取 部 分 细胞 悬 液 ， 使 用 血球 记 数 
板 计 算 血 细胞 密度 。 
1.3 ”体外 包 嘲 方法 
1.3.1 96 筷 板 法 ”无 二 条 件 下 在 96 扎 板 每 孔 中 加 
入 1% 琉 脂 糖 70pL, 竺 其 凝固 后 加 入 一 定 密 上 度 的 血 
细胞 50 nL 和 20 一 60 个 笨 聚 糖 凝 胶 珠 Sephadex 
A-25。 将 孔 板 用 Parafilm 膜 密 封 好 后 置 于 26 室温 
下 培养 ， 每 隔 规定 时 间 在 相差 显微镜 下 观察 包 喜 情 
况 ， 或 用 移 液 融 取 出 部 分 了 扎 内 的 珠子 统计 包 喷 结 
二: 
1.3.2 ”离心 管 法 “无 梢 条 件 下 取 一 定 密 度 的 50 4L 
血细胞 泣 于 0.2mL 离心 省 中 部 使 其 形成 巧 滴 ， 并 加 
入 20 一 60 个 葡 聚 糖 凝 胶 珠 Sephadex A-25 于 悬 液 中 
央 。 然 后 将 离心 管 固定 于 勺 速 旋转 〈 约 4r/min) 的 
台式 风 忆 的 寻 风 轮 上 ， 离 心 管 口 部 恒 上 ， 尾 部 指 同 
风 忆 轴 心 。 置 于 26C 室 温 下 ， 每 隅 规定 时 间 用 移 液 
项 取 出 部 分 离心 管内 的 珠子 观察 统计 包 客 结束 。 
1.4 ”体外 包 品 程度 的 划分 

根据 包 叶 的 厚 上 度 对 包 宫 程度 进行 划分 ， 每 一 类 
分 别 用 渐次 增加 的 数字 代表 : 0 表示 没有 血细胞 笑 
附 或 只 有 数 个 血细胞 颖 附 ; 1 表示 包 宫 厚度 小 于 凝 
胶 珠 半径 的 112; 2 表示 包 守 厚度 大 于 凝 胶 珠 半 人 径 的 
1/2， 小 于 半径 ;3 表示 包 宫 厚度 大 于 凝 胶 珠 半径 。 
同样 ， 根 据 包 嘻 的 面积 对 包 叶 程度 也 进行 划分 ， 
一 闫 分 别 用 渐次 增加 的 数字 代表 : 0 表示 没有 血 细 
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胞 条 附 或 只 有 数 个 血细胞 条 附 ; 1 表示 包 吕 面积 小 
于 凝 股 珠 表面 的 1/3; 2 表示 包 守 面积 大 于 凝 胶 珠 表 
面 的 3。 对 每 一 时 间 点 不 同 程 度 的 包 早 分 别 进行 加 
权 ， 然 后 用 它们 的 加 权 和 代表 在 这 一 时 间 点 时 包 宫 
的 总 体 情况 ， 即 包 品 程度。 计算 方 法 为 : 包 宫 程度 
=》 (PxT+HPxA) ， 其 中 P 代 表 每 一 类 珠子 占 总 珠子 
数 的 百分比 ，7T 代 表 包 宫 厚 上 度 的 数学 类别 ( 即 0，1， 
2，3) ，A 代 表 包 叶 面 积 的 数字 类 别 ( 即 0，1,，2) 。 

每 一 时 间 点 的 包 守 比率 为 被 包 早 珠子 占 总 珠 
子 的 比例 。 厚 度 大 于 凝 胶 珠 半径 的 112， 且 面积 大 于 
凝 股 珠 和 面积 的 1/3 的 包 时 看 作为 已 包 时 , 其 他 为 未 包 
宫 。 
1.5 ”数据 分 析 方 法 

为 了 避免 昆虫 血细胞 在 大 密度 条 件 下 出 现 聚 
集 ， 通 第 在 收集 血细胞 时 会 使 用 抗 凝 剂 。 但 是 由 于 
包 只 反应 的 过 程 要 求 血细胞 具有 展 好 的 聚集 能 
因此 是 否 抗 凝 剂 处 理 后 的 血细胞 可 以 用 来 进行 包 
强 分 析 ， 目 前 还 未 见报 道 。 我 们 比较 了 在 收集 血 细 
胞 时 分 别 使 用 抗 凝 剂 和 Pringle's Saline 两 种 不 同 绥 
冲 液 的 条 件 下 ，1x10’'cel/mL 的 血细胞 对 Sephadex 
A-25 在 2h 后 的 包 嘻 情况, 并 对 同一 细胞 密度 时 的 两 
种 处 理 的 包 宫 百分比 和 包 宫 程度 进行 差异 显著 性 
分 析 。 平 均值 的 差异 显著 性 分 析 方 法 采用 独立 样本 
1 检验 (t-test)。 


2 结果 与 分 析 
2.1 96 孔 板 法 和 离心 管 法 进行 体外 包 吐 的 比较 
































1 亚洲 玉米 螟 幼虫 血细胞 密度 为 1x10’cell/mL 时 ， 


包 守 反应 是 由 血细胞 完成 的 ， 因 此 昆虫 血细胞 
的 状态 会 对 包 具 反应 的 程度 产生 极 大 影响 。 在 血 细 
胞 密度 为 1x10’'cell/mL，Pringle’s saline 处 理 血 淋巴 ， 
包 守 时 间 为 2h 的 条 件 下 , 在 96 孔 板 中 的 血细胞 状态 
较 差 ， 部 分 血细胞 死亡 ， 且 分 泌 出 妹 状 内 含 物 ; 而 
在 离心 管 中 的 血细胞 则 呈现 正常 状态 ， 极 少 细 胞 死 
三 《网 1)。 

不 同 的 血细胞 密度 条 件 下 , 血细胞 对 Sephadex 
A-25 形 成 的 包皮 的 包 吉 比率 和 包 叶 程度 会 存在 较 
大 的 差别 ， 因 此 我 们 对 比 了 在 不 同 细 胞 密度 条 件 
下 ,两 种 实验 方法 中 Sephadex A-25 的 包 吉 率 和 包 圳 
程度 ， 并 对 其 进行 了 差 寞 显著 性 检验 (t-test) 分 析 
(n=3)。 当 细胞 密度 为 1x10'cel/mL 时 ， 在 包 夺 反 
应 开始 30min 后 ， 离 心 管 法 和 96 孔 板 法 的 包 赛 率 分 
别 为 54.3% 和 39.3%, 两 者 的 包 嘻 率 和 包 守 程 上 度 差 寞 
均 不 显著 〈ftest， 忆 > 0.05)。 包 圳 2h 后 ， 离 心 管 法 
的 包 堆 率 达 到 了 84.8%， 而 96 了 扎 板 法 的 包 嘻 率 仪 为 
50.5%。 经 /检验 分 析 ， 离 心 管 法 的 包 宫 率 和 包 喜 程 
度 远 大 于 96 了 筷 板 法 ， 达 到 差异 极 显 车 水 平 (P< 
0.01)。 在 包 蝇 24h 后， 离心 管 法 的 包 串 率 与 96 筷 板 
法 差异 虽 不 显著 (P>0.05),， 但 其 包 奢 程度 与 96 了 筷 
板 法 达到 磊 寞 显 车 水 平 (P<0.05)〔 图 2)。 

在 包 寺 初期 ， 主 要 是 包 喷 的 局 动 期 ， 此 时 血 细 
胞 与 板 〈 管 ) 壁 条 附 的 很 少 ， 状 态 与 在 体内 时 非常 
接近 。 此 外 ， 血 细胞 密度 较 大 ， 无 论 在 什么 条 件 下 
血细胞 与 Sephadex A-25 的 接触 机 会 都 很 大 , 包 额 情 
况 不 会 受到 明显 影响 。 但 随 看 包 嘻 时 间 的 延长 ， 由 



































96 孔 板 法 (A) 与 EP 管 法 (B) 包 路 


Sephadex A-25 2h 后 血细胞 的 状态 (标尺 =50pm) 
Fig. 1 The states of hemocytes under two kinds of methods after 2h of encapsulation In the density of 
henmocytes for encapsulation is 1x10’cel/mL (Scale bars =50um) 


A: Encapsulation of sephadex A-25 beads by hemocytes of Ostrinia furnacalis with 96-well plate method; 


B: Encapsulation of sephadex A-25 beads by hemocytes of Ostrinia furnacalis with Eppendorf tube method. 
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于 重力 的 影响 ， 血 细胞 会 明显 聚集 在 96 孔 板 底部 ， 
虽然 96 孔 板 中 铺 有 琼脂 糖 ， 但 还 是 会 有 一 定 程度 的 


和 用 附 。 此 外 , 血细胞 对 孔 侧 壁 也 会 有 较 明 显 的 务 附 ， 
由 于 医 附 后 的 血细胞 会 释放 一 定 的 因子 ， 对 没有 笃 
附 的 血细胞 的 状态 产生 较 大 影响 。 而 离心 管 中 生 理 
盐水 是 以 芒 漠 的 形式 存在 的 ， 最 大 程度 减 小 了 血 细 
胞 与 管 壁 的 接触 ， 因 此 与 管 壁 黏附 的 血细胞 数量 较 
少 。 此 外 ， 随 离心 管 不 停 地 旋转 ， 液 滴 内 的 血细胞 
也 随 之 运动 , 基本 呈 均 匀 分 布 , 因此 不 会 造成 聚集 ， 
明显 减少 了 血细胞 间 的 非 包 徊 聚集， 因而 对 游离 的 
血细胞 的 状态 影响 束 小 。 随 着 形成 包 宫 的 血细胞 数 
量 的 增多 ， 游 离 在 生理 盐水 中 的 血细胞 的 数量 逐步 
减少 ， 此 时 ， 血 细胞 与 Sephadex A-25 接 触 的 机 会 多 
少 会 明显 影响 包 宫 的 程度 。 因 此 ， 离 心 管 中 的 血 细 
胞 由 于 状态 好 ， 数 量 多 ， 包 过 能 力 必 然 强 于 96 孔 板 
中 的 血细胞 。 当 包 吕 进行 到 一 定 程 度 后 ， 处 于 游离 
状态 的 血细胞 的 数量 大 大 减少 ， 此 时 ， 血 细胞 与 
Sephadex A-25 的 接触 机 会 明显 减少 , 能 形成 包 吉 的 
束 更 少 ， 因 此 包 嘻 程度 不 会 产生 明显 的 变化 。 
因为 亚洲 玉米 晶体 内 血细胞 密度 约 为 1 一 4 义 
10'cel/mL (Hu et al，2003)， 当 血细胞 密度 为 
1x10"celymL 时 ， 其 密度 远 低 于 自然 水 平 ， 无 论 在 
什么 条 件 下 ， 了 血细胞 形成 包 守 的 程度 和 比率 都 较 
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低 。 因 此 两 种 方法 下 的 结束 差异 不 显著 《网 2)。 但 
在 这 个 细胞 密度 下 ， 包 过 能 力 弱 不 是 由 于 血细胞 没 
有 包 吉 能 力 ， 而 是 由 于 血细胞 的 数量 少 导 致 不 能 形 
成 包 吉 。 所 以 ，1x10?%celymL 的 实验 条 件 用 来 分 析 
血细胞 的 包 守 是 不 合适 的 。 
2.2 ” 抗 凝 剂 和 生理 盐水 处 理 后 《离心 管 法 ) 血细胞 

的 体外 包 叶 效果 比较 

比较 使 用 抗 凝 剂 和 Pringle's saline 两 种 不 同 绥 
冲 液 的 条 件 下 ，1x10“celymL 的 血细胞 对 Sephadex 
A-25 在 2h 后 的 包 吐 情况 , 并 对 同一 细胞 密度 时 的 两 
种 处 理 的 包 吕 百分比 和 包 吕 程度 进行 破 寞 显 车 性 
分 析 (t-test，n=3) 后 的 结 采 表明 ， 血 细胞 在 用 搞 
凝 剂 处理 后 ， 包 只 百分比 和 包 喷 程度 都 远 远 小 于 
Pringle’”s saline 处 理 的 血细胞 CP<0.01)。 抗 凝 剂 对 
血 淋 巴 的 处 理 显 车 影响 了 血细胞 的 包 吕 状态 。 
此 ， 用 于 包 寺 分 析 的 昆虫 血细胞 在 收集 时 不 能 使 用 
抗 凝 刑 〈( 图 3)。 
3 讨 论 
3.1 离心 管 法 的 优点 

与 传统 的 使 用 96 和 孔 板 进行 的 体外 包 吕 实验 相 
比较 , 本 文中 描述 的 离心 管 包 嘻 法 的 优点 在 于 : (1) 
细胞 惹 液 在 离心 管内 形成 屋 满 ， 细 胞 分 布 均 习 ， 极 
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2h 24h 
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30 min 


图 2 采用 离心 管 和 96 孔 板 法 ， 亚 洲 玉米 螟 五 龄 幼虫 血细胞 包 吐 Sephadex A-25 的 情况 
Fig.2 Encapsulation of Sephadex A-25 beads with Eppendorf tube method or 96-well plate method 
A，C: 包 叶 百分比 (Show the rate of encapsulation); B，D: 包 才 程度 (Show the extent of encapsulation)。 


*P<0.05, **P<O.01. 
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图 3 


抗 凝 剂 和 Pringle's saline 处 理 的 血细胞 包 吉 Sephadex A-25 2 h 的 效果 比较 


Fig.3 Encapsulation of Sephadex A-25 beads with hemocytes treated with anticoagulant or Pringle's saline 


**P<0.01. 


大 的 减少 了 血细胞 黏附 到 离心 管 壁 的 概率 (2) 
离心 管 时 刻 处 于 旋转 状态 ， 使 得 凝 胶 珠 保持 运动 状 
态 ， 能 和 细胞 较为 充分 地 接触 ， 这 在 很 大 程度 上 模 
拟 了 血细胞 的 体内 流动 状态 ; (3) 操作 方便 ， 不 
必 加 琼脂 糖 铺 板 ， 同 时 避免 了 琼脂 糖 对 细胞 的 影 
啊 ; 《4) 不 需要 倒置 显 微 镑 ， 在 普通 光学 显微镜 
下 残 可 以 完成 实验 。 
3.2 ”体外 包 圳 程度 的 划分 

外 源 物 表面 电 奏 特征 的 差异 ， 血 细胞 的 状态 产 
直 ， 包 虞 时 间 的 长 短 等 等 都 会 影响 包 嘻 程度 。Hu 
等 (2003) ”对 亚洲 玉米 晨 血 细胞 体内 包 训 和 葡 聚 糖 
凝 胶 珠 Sephadex A-25 的 包 喜 程度 进行 了 系统 的 划 
分 。 但 是 由 于 昆虫 体内 血细胞 是 循环 流动 的 ,“ 非 
我 "外 源 物 在 寄主 体内 能 与 血细胞 充分 接触 ， 此 外 ， 
昆虫 体内 血细胞 是 不 断 再 生 的 ， 体 内 血细胞 密度 能 
维持 在 一 个 稳定 的 水 平 ， 因 此 形成 的 包 训 是 全 面 而 
厚实 的 ， 可 将 外 源 物 完全 包 于 ， 对 这 种 包 宫 的 程度 
可 以 根据 其 厚度 进行 评估 。 而 在 体外 的 包 吉 反应 
中 ， 离 心 管 法 只 能 最 大 程度 的 模拟 体内 环境 ， 使 血 
细胞 和 凝 胶 珠 保持 一 定 的 运动 状态 。 但 是 当 一 部 分 
血细胞 黏附 到 外 源 物 表 面 形成 包 宫 后 ， 离 心 管 中 血 
细胞 的 密度 就 会 大 大 降低 ， 因 此 形成 的 包 吉 还 是 不 
能 与 在 昆虫 体内 形成 的 包 宫 完全 一 致 ， 包 面 的 厚度 
是 不 同 的 。 只 有 珠子 的 部 分 外 表面 能 形成 较 厚 的 包 
者 ， 有 些 部 位 其 至 不 会 被 包 早 ， 因 此 体外 包 虞 程度 
的 划分 则 较为 复杂 。 目 前 国内 外 对 体外 包 守 也 无 明 
确 的 划分 ， 只 是 大 任 将 包 嘻 分别 未 包 守 和 已 包 守 
(Pech & Strand, 1996; Ling & Yu, 2005; Richards 
扩 Edwards，2002) 。 本 文 在 已 有 的 体内 包 嘻 分 级 
标准 (Hu et al，2003) 的 基础 上 ， 根 据 包 上 时 厚度 和 


































































































面积 的 不 同 ， 用 不 同 程度 的 包 守 所 占 的 百分率 的 加 
权 和 来 评估 体外 包 吕 程度， 这 样 在 一 定 程度 上 可 以 
减 小 误差 ， 更 加 准确 地 反映 体外 血细胞 包 叶 的 实际 
情况 。 

3.3 ”血细胞 密度 及 包 叶 时 间 的 优化 

在 比较 这 两 种 包 夺 方法 的 预 实验 中 ， 我 们 分 别 
选择 了 1x10’'cell/mL、 1x10°cell/mL 和 1x10>celymL 
三 个 不 同 的 细胞 密度 ， 友 现 细 胞 密度 为 
1x10*cel/mL 时 , 血细胞 不 包 结 凝 胶 珠 ( 数 据 未 示 )， 
推测 是 因为 密度 值 远 小 于 昆虫 体内 天 然 血 细胞 密 
度 ( 约 1x10’cell/mL- 4x10’'cel/mL)， 无 法 达到 产生 
包 圳 的 下 限 ， 而 细胞 密度 为 1x10?cell/mL 时 ， 两 种 
包 叶 方法 的 包 计 效果 差别 不 大 (图 2), 可 能 也 是 因 
为 细胞 密度 影响 了 包 宫 效果 ， 包 吉方 法 不 是 影响 包 
圳 的 主要 原因 ; 当 细 胞 密度 为 1x10’'cel/mL 时 ， 这 
时 细胞 密度 接近 昆虫 体内 天 然 血 细胞 密度 ， 包 圳 率 
和 包 虞 程度 达到 一 个 较 高 的 水 平 ,不 同 包 襄 方 法 就 
显 车 影响 了 包 嘻 的 效果 。 

我 们 在 预 实验 中 对 包 吉 时 间 选 择 了 10min、30 
min、2h、8h、12h、18h 和 24h， 发 现 包 圳 10min 
和 30min 无 明显 区 别 ， 包 吉 程 度 较 轻 ; 而 2h 后 包 
宫 程 度 达 到 一 个 较 高 的 水 平 。 然 后 从 2h 到 24h 包 
圳 程度 的 变化 极 小 ， 差 异 不 显著 ;而 24h 后 包 吕 程 
度 无 明显 变化 (数据 未 示 )。 所 以 我 们 在 后 面 的 实 
验 中 选择 了 1x10“celymL 和 1x10cel/mL 的 细胞 密 
度 及 30min、2h 和 24h 的 包 夺 时 间 。 

3.4 不 同 缓冲 液 对 血细胞 的 影响 

在 哺乳 动物 中 , 凝血 过 程 的 三 个 阶段 都 有 Ca 
的 参与 。 而 抗 凝 剂 可 以 阻止 血细胞 的 凝集 ， 是 因为 
抗 凝 剂 中 含有 柠檬 酸 钠 和 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA )， 
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柠檬 酸 钠 可 与 Ca 结合 成 络 合 物 柠檬 酸 钠 钙 ， 
EDTA 可 以 整合 钙 ， 所 以 除去 血浆 中 的 Ca” 即 可 以 
达到 抗 凝 的 目的 。 研 究 表 明 ，Ca ”能 对 烟草 天 蛾 的 
浆 细 胞 的 条 附 性 产生 影响 ,用 EDTA 能 整合 Ca” 
后 ， 浆 细胞 的 黏附 会 被 抑制 ， 而 提高 Ca 浓度 则 会 
使 浆 细 胞 更 快 的 条 附和 延展 〈Willott et al，2002 )。 
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